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摘  要：【目的】利用 Box Behnken 响应面法研究免疫球蛋白 Y (IgY)影响牙龈卟啉单胞菌

(Porphyromonas gingivalis)的生长繁殖特性，发现口腔模拟环境中 P. gingivalis 的响应值与 IgY

剂量、初始 P. gingivalis 数量、培养时间的关系。【方法】以 P. gingivalis 最终的菌落数为评价

指标，通过单因素试验研究培养时间、IgY 剂量和初始 P. gingivalis 数量的最佳条件，再依据

Box Behnken 中心组合原则设计三因素三水平响应面试验进行优化，评价 IgY 的抑制效果。优化得

到的试验条件重复 3 次，以验证模型的准确性。【结果】单因素试验结果表明，以 180 mmol/L

的 IgY 剂量，2×106 CFU/mL 的初始 P. gingivalis 数量，37 °C 厌氧培养 4 h，口腔模拟环境 IgY

对 P. gingivalis 繁殖的影响达到最佳状态。通过 Design Expert 8.0 软件对回归方程的分析得到

各因素最佳条件为：IgY 剂量 165 mmol/L、初始 P. gingivalis 数量 2×106 CFU/mL、培养时间

4.5 h。采用优化实验条件，重复 3 次试验，P. gingivalis 最终菌落数是 5.92×105 CFU/mL，与模

型预测值 5.85×105 CFU/mL 相对误差 1%，方差分析表明模型 P 值显著，缺失值 P 值不显著，

理论值与实测值拟合良好。【结论】IgY 能显著抑制牙龈卟啉单胞菌的增殖，优化后口腔模拟

环境中的 P. gingivalis 最终菌落数显著降低，回归模型能够预测口腔模拟环境中 P. gingivalis

的增殖。 

关键词：响应面法，Box Behnken 设计，免疫球蛋白 Y，牙龈卟啉单胞菌 
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Abstract: [Objective] Box Behnken design response surface methodology was used to optimize the 
colony count of IgY against Porphyromonas gingivalis in oral simulation environment in order to 
find the appropriate dose of IgY, initial density of P. gingivalis and culture time. [Methods] Final 
colony count was used as the evaluation index, on the basis of single factor tests. Box Behnken RSM 
was used with three factors such as number of colonies at different dose of IgY, initial density of P. 
gingivalis and culture time in the artificial saliva. The experiment was repeated three times under the 
optimal conditions to verify the accuracy of the model. [Results] The results of single factor test 
showed that IgY had the best effect on the reproduction of P. gingivalis by the dose of 180 mmol/L 
IgY, the initial amount of 2×106 CFU/mL P. gingivalis and the incubation at 37 °C for 4 h. The 
optimum culture conditions were as follows: dose of IgY was 165 mmol/L, the initial amount of P. 
gingivalis was 2×106 CFU/mL, culture time was 4.5 h. Under these conditions the final number of 
colonies was 5.92×105 CFU/mL. Compared with the predicted value of 5.85×105 CFU/mL, the 
relative error with the theoretical value was 1%. Analysis of Variance showed the P value of the 
model was significant, and the missing P value was not significant. The theoretical value was in good 
agreement with the measured value. [Conclusion] The number of colonies of P. gingivalis in the 
simulated oral environment was significantly decreased, which indicated that the regression model 
could be a good predictor of the response of P. gingivalis in the oral cavity. 

Keywords: Response surface methodology, Box Behnken design, Immunoglobulin of yolk, 
Porphyromonas gingivalis 
 

免疫球蛋白 Y (IgY)是在特异性抗原刺激下

由禽类 B 淋巴细胞产生并转移到卵黄中的多克隆

抗体[1]，卵黄抗体 IgY 与哺乳动物 IgG 具有相同的

功能，但结构却有一定差异，IgY 特殊的结构特征

体现在既不与哺乳动物免疫细胞上的 Fc 受体及补

体相互作用[2]，也不与蛋白 A、蛋白 G 或类风湿因

子结合等免疫学特性，能避免类似哺乳动物 IgG 免

疫检测假阳性反应的干扰。IgY 独特的结构为抗生

素替代品治疗[2]和免疫检测[3]等领域的应用提供了

巨大优势。 

IgY 稳定的结构能最大限度抑制细菌生长，尽

管 IgY 防治细菌性或病毒性疾病的作用机理尚未阐

明，但其可能的作用机制与黏附阻滞作用、伴随吞

噬作用、毒素中和反应及以活性肽形式入血结合病

灶处病原菌等相关。已经发现 IgY 能够抑制大肠杆

菌 K88 黏附仔猪肠黏膜[4]，改变单增李斯特菌细

胞壁厚度[5]，增强中性粒细胞对金黄色葡萄球菌的

吞噬作用[6]。添加 IgY 动物饲料发挥了疾病防治

作用[7]，随着分子细菌学和免疫学的发展以及对牙

周致病菌研究的深入，免疫防治牙周疾病备受关

注[6,8-9]。在已经确定 IgY 牙膏对牙龈炎和菌斑控制

有显著作用[10]的基础上，需要深入研究 IgY 抑制牙

龈炎主要致病菌牙龈卟啉单胞菌(Porphyromonas 

gingivalis)、具核梭杆菌(Fusobacterium nucleatum)、

中间普氏菌(Prevotella intermedius)等的作用特性，

阐明 IgY 抑制牙龈炎的作用机制。 
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采用 Box Behnken 响应面设计法，通过试验数

据拟合模型，优化口腔模拟环境 IgY 抑 制 P. 

gingivalis 生长繁殖的作用，发现 IgY 抑制牙龈炎致

病菌牙龈卟啉单胞菌的作用特性，为 IgY 抑制牙龈

炎作用机制研究和 IgY 牙膏开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌种：牙龈卟啉单胞菌(P. gingivalis)来自上

海美加净日化有限公司微生物实验室。 

1.1.2  主要试剂和仪器：以 P. gingivalis 为抗原免

疫母鸡，分离卵黄，经稀释、盐析和超滤等方式分

离纯化得到 IgY，上海美加净日化有限公司微生物

实验室；粘蛋白和 α 淀粉酶，Sigma 公司进口分装；

脑心浸液肉汤(BHI)，青岛海博生物技术有限公司；

其他试剂均为国产分析纯。分光光度计(T6)，北京

普析通用仪器有限责任公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  人工唾液的配制：参照 Shellis[11]和 Saunders

等[12]的方法，每 1 000 mL 人工唾液中各化合物的

用量见表 1。 

先将各氨基酸、维生素、氯化镁、白蛋白、

肌酐和胆碱用无菌水配制成 100 倍浓缩液备用，

其他化合物按量称取后用蒸馏水定容至 1 000 mL，

1×105 Pa 灭菌 15 min，备用。实验前，在无菌条件

下加入氨基酸、维生素、氯化镁、白蛋白、肌酐、

胆碱、粘蛋白和 α-淀粉酶。 

1.2.2  增菌培养：将平板培养的 P. gingivalis 接种

到脑心浸液肉汤(BHI)液体培养基进行增菌培养，培

养条件为 37 °C 厌氧培养 48 h，用血球计数板计数，

当菌落数达到 1×108 CFU/mL 则认为增菌成功，用

生理盐水将菌液稀释到 3×106 CFU/mL 备用。 

1.2.3  口腔模拟环境的建立：在 5 mL 培养管中加

入 4 mL 人工唾液和 1 mL 菌液，37 °C 条件下厌氧

培养，在 0−14 h 间用鼻闻法检测气相(直接鼻闻)和

液相(用玻棒蘸取液体鼻闻)的臭味指数，分光光度

计检测 650 nm 处吸光值，玻璃电极和数字 pH 测量

仪检测 pH 值。 
 

表 1  人工唾液的配制 
Table 1  Preparation of artificial saliva 

名称 
Name 

用量 
Dosage (mg) 

名称 
Name 

用量 
Dosage (mg) 

维生素 B1 Thiamine 0.007 0 核黄素 Riboflavin 0.050 0 

叶酸 Folic acid 0.000 1 烟酸 Nicotinic acid 0.030 0 

维生素 B6 Vitamin B6 0.600 0 泛酸 Calcium pantothenate 0.080 0 

生物素 Biotin 0.000 8 维生素 B12 Vitamin B12 0.003 0 

维生素 K3 Vitamin K3 0.015 0 丙氨酸 Ala 3.300 0 

精氨酸 Arg 1.900 0 天冬氨酸 Asn 1.600 0 

谷氨酸 Glu 3.900 0 甘氨酸 Gly 8.900 0 

组氨酸 His 1.000 0 亮氨酸 Leu 3.400 0 

异亮氨酸 Ile 1.900 0 赖氨酸 Lys 2.700 0 

甲硫氨酸 Met 0.030 0 苯丙氨酸 Phe 3.400 0 

脯氨酸 Pro 0.200 0 丝氨酸 Ser 2.100 0 

苏氨酸 Thr 2.900 0 酪氨酸 Tyr 2.100 0 

缬氨酸 Val 1.800 0 磷酸二氢钾 KH2PO4 355.000 0 

氯化钠 NaCl 15.000 0 碳酸氢钠 NaHCO3 375.000 0 

白蛋白 Bovine albumin 25.000 0 氯化铵 NH4Cl 235.000 0 

氯化钙 CaCl2 210.000 0 氯化镁 MgCl2 45.000 0 

氯化钾 KCl 1 160.000 0 硫氰酸钾 KSCN 220.000 0 

粘蛋白 Mucoprotein 2 500.000 0 尿素 Urea  175.000 0 

尿酸 Uric acid 10.000 0 肌酐 Creatinine 0.100 0 

胆碱 Choline 15.000 0 α-淀粉酶 α-Amylase 3×105 U 
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1.3  单因素试验设计 

1.3.1  培养时间对菌落数的影响：P. gingivalis 属于

口腔厌氧致病菌，人体口腔温度为 36.3−37.2 °C，所

以试验在 37 °C 条件下进行，以 2×106 CFU/mL 的浓

度接种到人工唾液中，37 °C 厌氧培养 10 h，分别

在 0、2、4、6、8、10 h 对人工唾液体系进行吸光

值检测，根据标准曲线计算不同时间段的菌落数，

得到最优培养时间。 

1.3.2  初始 P. gingivalis 数量对菌落数的影响：生

理盐水稀释菌液至 1.0×106、1.5×106、2.0×106、

2.5×106、3.0×106 CFU/mL 5 个浓度，接种至人工唾

液中，37 °C 厌氧培养 4 h 检测吸光值，计算菌落数，

得到最优接种浓度。 

1.3.3  IgY剂量对菌落数的影响：生理盐水稀释 IgY

至 3.6、90、180、270、360 mmol/L，选择 2×106 CFU/mL

菌液接种到人工唾液，以 5 个不同浓度的 IgY 给药，

37 °C 厌氧培养 4 h 后检测吸光值，计算菌落数，得

到最优 IgY 剂量。 

1.4  响应面试验设计 

基于 Box Behnken 设计的响应面法，综合单因

素试验结果，选取培养时间、初始 P. gingivalis 数

量和 IgY 剂量 3 个因素，在单因素试验的基础上，

采用 3 因素 3 水平的响应面分析方法，在 Design 

Expert 8.0 软件上进行试验设计，试验因素与水平设

计见表 2。 

2  结果与分析 

2.1  口腔模拟环境的建立 

将菌液接种到人工唾液，37 °C 厌氧培养 14 h 
 

表 2  响应面分析试验因素与水平 
Table 2  Analytical factors and levels for RSA 

因素 

Factors 

水平 Levels 

−1 0 1 

IgY 剂量 Dose of IgY (mmol/L) 3.6 180.0 360.0

初始 P. gingivalis 数量 

Initial P. gingivalis quantity  
(CFU/mL) 

1×106 2×106 3×106

培养时间 Incubation time (h) 0 4 8 

后，采用鼻闻法检测气相和液相的臭味指数(图 1)，

650 nm 处测吸光值，再根据标准曲线计算菌落数，

对菌落数取对数作图(图 2)。 

梯度稀释菌体溶液后 650 nm 处测吸光值，得

到 P. gingivalis 标准曲线 y=6×10−9x−0.003 5，
2R =0.997 4。 

如图 2 所示，P. gingivalis 在 37 °C 厌氧条件下

培养 12 h 后菌落数曲线表现为 S 型曲线，符合微生

物生长趋势，表明人工唾液中的营养物质能够满足

P. gingivalis 的生长需要。同时，P. gingivalis 在培

养到 2 h 时即开始出现令人不愉快的气味，并不断

加重，在 10 h 达到顶峰。由此可知，P. gingivalis

在人工唾液中生长良好，并代谢出不同程度的气味

物质，认定此口腔模拟环境建立成功[13]。 

 

 
 

图 1  时间-口臭指数曲线图 
Figure 1  Effect of time on bad breath index of P. 
gingivalis 
 

 
 

图 2  P. gingivalis 的生长曲线 
Figure 2  Growth curve of P. gingivalis 
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2.2  单因素试验结果 

试验研究目的是确定口腔模拟环境 IgY 的最优

剂量、P. gingivalis 的最适初始浓度和合适培养时

间，培养终点菌落数越少表明设计的培养条件越

优。因为 Box Behnken 模型分析以响应值最高为优，

所以试验的响应值即菌落数转换为倒数再取对数

的数据处理方式。 

培养时间对菌落数的影响：以 2×106 CFU/mL

的浓度接种到人工唾液中，180 mmol/L 的剂量给药

IgY，37 °C 厌氧培养 10 h，每隔 2 h 测溶液的 OD650

值得到菌落数，结果如图 3 所示。人工唾液为 P. 

gingivalis 的生长繁殖提供所需营养，但 IgY 的存在

具有抑制 P. gingivalis 生长繁殖的作用，因此接种

后响应值明显升高，随后出现了下降趋势，到 4 h

时达到极值。 

初始 P. gingivalis 数量对菌落数的影响：以

1.0×106、1.5×106、2.0×106、2.5×106、3.0×106 CFU/mL 

5 个浓度接种到人工唾液中，180 mmol/L 的剂量给

药 IgY，37 °C 厌氧培养 4 h，检测不同初始 P. 

gingivalis 数量组的菌落数。如图 4 所示，响应值呈

现先升高后降低的趋势，而且随着初始 P. gingivalis

数量的升高，响应值急速下降，即最终菌落数升高，

可能是因为初始 P. gingivalis 数量越大，培养 4 h 后

终 浓 度 也 越 大 ， 在 2×106 CFU/mL 的 初 始 P. 

gingivalis 数量时达到最大值，即单因素试验的最优

初始 P. gingivalis 数量。 

 

 
 

图 3  时间-菌落数曲线图 
Figure 3  Effect of culture time on the number of colonies 

 
 

图 4  接种浓度-菌落数曲线图 
Figure 4  Effect of inoculation density on colony number 
 

IgY 剂量对菌落数的影响：IgY 以 3.6、90.0、

180.0、270.0、360.0 mmol/L 5 个浓度给药至接种

2×106 CFU/mL 浓度的 P. gingivalis 人工唾液体系

中，37 °C 厌氧培养 4 h，检测不同给药剂量组的菌

落数。图 5 显示 180 mmol/L 给药剂量时数值最高，

条件最优。 

综 合 以 上 3 个 单 因 素 试 验 结 果 表 明 ， 以   

2×106 CFU/mL 的初始 P. gingivalis 数量，180 mmol/L

的 IgY 剂量，37 °C 厌氧培养 4 h，口腔模拟环境中

IgY 对 P. gingivalis 生长繁殖的影响达到最佳状态。 

2.3  口腔模拟环境中 IgY 对 P. gingivalis 生长繁

殖的响应面优化 

2.3.1  响应面模型的建立和显著性检验：以 IgY 剂

量(A)、初始 P. gingivalis 数量(B)和培养时间(C)

为试验因素，以菌落数倒数的对数为响应值，进

行 3 因素 3 水平的响应面分析试验，试验设计和结

果分析见表 3。 

 
 

图 5  IgY 剂量对菌落数的影响 
Figure 5  Effect of IgY dose on colony number 
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表 3  Box Behnken 响应面试验设计及各试验的菌落数

Table 3  Box Behnken design and experimental results of 
response surface methodology 

编号 

No. 

IgY 剂量 

Dose of 
IgY 

(mmol/L) 

初始 P. gingivalis

数量 

Initial P. gingivalis 
quantity (CFU/mL) 

培养时间 

Incubation 
time (h) 

响应值 

Response

1 180 2×106 4 12.16 

2 180 1×106 8 8.23 

3 180 3×106 8 3.71 

4 360 2×106 0 5.23 

5 3.6 1×106 4 9.26 

6 3.6 3×106 4 8.11 

7 180 2×106 4 12.94 

8 360 2×106 8 7.53 

9 180 1×106 0 5.23 

10 180 2×106 4 11.28 

11 3.6 2×106 0 5.23 

12 180 3×106 0 5.21 

13 3.6 2×106 8 9.05 

14 360 1×106 4 9.26 

15 180 2×106 4 12.51 

16 360 3×106 4 8.11 

17 180 2×106 4 11.90 
 

 

利用 Design Expert 8.0 软件对表 3 进行二次多

元回归拟合，得到菌落数对 IgY 剂量、初始 P. 

gingivalis 数量和培养时间的二次多项回归方程：

R1=12.16+0.95A−0.85B−0.19C−1.12AB−0.38AC−4.24A2 

−2.32B2−1.15C2。 

回归模型方差分析(表 4)表明，建立的回归模型

P 值(<0.001)极显著，缺失值的 P 值(0.154 1)大于

0.05，不显著，表明模型和试验值拟合度良好。通

过对 P 值的检验可见，IgY 剂量、初始 P. gingivalis

数量和培养时间的二次项对响应值菌落数的影响

都是显著的。回归诊断显示模型负相关系数为

R2=0.962 3，调整后 R2=0.913 8。由上述分析可知，

该模型很好地反映了菌落数和 IgY 剂量、初始 P. 

gingivalis 数量和培养时间之间的关系，可以使用此

模型对口腔模拟环境中 IgY 对 P. gingivalis 的生长

繁殖进行优化分析和预测。 

2.3.2  响应面交互作用分析：等高线图和 3D 响应

面可以直观地展现 IgY 剂量、初始 P. gingivalis 数

量和培养时间之间的交互关系[14]。从图 6 中各个等

高线可直观地发现，培养时间和初始 P. gingivalis 
 

表 4  回归方差分析结果 
Table 4  ANOVA for response surface quadratic model 

方差来源 

Source 

调整平方和 

SS 

自由度 

df 

调整均方 

MS 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

Model 131.87 9 14.65 19.84 0.000 4 

A: Time 7.26 1 7.26 9.83 0.016 5 

B: Strain 5.81 1 5.81 7.87 0.026 3 

C: Dose 0.29 1 0.29 0.39 0.551 5 

AB 5.06 1 5.06 6.85 0.034 6 

AC 0.58 1 0.58 0.78 0.405 8 

BC −2.842×10−14 1 −2.842×10−14 −3.848×10−14 1.000 0 

A2 75.85 1 75.85 102.71 <0.000 1 

B2 22.61 1 22.61 30.61 0.000 9 

C2 5.61 1 5.61 7.60 0.028 2 

Residual 5.17 7 0.74   

Lack of fit 3.60 3 1.20 3.06 0.154 1 

Pure error 1.57 4 0.39   

Cor total 137.04 16   
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图 6  三因素的交互作用对响应值的影响 
Figure 6  Interaction effect of three factors on response 

注：A 和 B：IgY 剂量和接种浓度的交互作用对最终菌落数的影响；C 和 D：培养时间和 IgY 剂量的交互作用对最终菌落数的影响；

E 和 F：培养时间和和接种浓度的交互作用对最终菌落数的影响. 

Note: A and B: Interaction effect of IgY dose and initial P. gingivalis quantity on response; C and D: Interaction effect of culture time and 
IgY dose on response; E and F: Interaction effect of culture time and initial P. gingivalis quantity on response. 
 

数量对响应值峰值影响较大。初始 P. gingivalis 数

量和 IgY 剂量的等高线形状趋于圆形，表明其交互

作用较弱，而培养时间和 IgY 剂量以及培养时间和

初始 P. gingivalis 数量的等高线形状趋于椭圆形，

表明其交互作用明显。 

通过 Design Expert 8.0 软件对回归方程的分

析，得到各因素最佳条件为：IgY 剂量 165 mmol/L、

初始 P. gingivalis 数量 1.78×106 CFU/mL、培养时

间 4.588 h，此模型下，响应值为 12.33。考虑到

实际情况，进行调整后的最佳条件为：IgY 剂量

165 mmol/L、初始 P. gingivalis 数量 2×106 CFU/mL、

培养时间 4.5 h。 
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2.3.3  最优条件的确定和验证：为了验证模型的准

确性，以 2×106 CFU/mL 的浓度接种 1 mL P. 

gingivalis 菌液至 4 mL 人工唾液中，再以 165 mmol/L

的剂量给药 IgY，37 °C 厌氧培养 4.5 h，反复试

验 3 次，得到响应值为 12.28，即最终菌落数为

5.92×105 CFU/mL，与模型预测值 5.85×105 CFU/mL

相对误差为 1%，表明回归模型可以很好地预测口

腔模拟环境下 P. gingivalis 的最佳培养条件和 IgY

的给药剂量。 

3  结论与讨论 

本实验将 P. gingivalis 菌液接种到人工唾液中

培养，模拟口腔环境探索 IgY 的对口腔厌氧致病菌

生长繁殖的影响，并在单因素试验的基础上，通过

Box Behnken 设计模型，对 IgY 剂量、初始 P. 

gingivalis 数量和培养时间等因素进行优化，得到了

最优培养条件：IgY 剂量 165 mmol/L、初始 P. 

gingivalis 数量 2×106 CFU/mL 和培养时间 4.5 h。在

此条件下建立的口腔模拟环境 IgY 对 P. gingivalis

繁殖影响的模型拟合良好。 

牙龈卟啉单胞菌是口腔疾病的主要致病菌[15]，

能够引起口臭[16]。Solobacterium moorei 也是口腔致

臭菌的一种，有研究报道特异性 IgY 通过与 S. 

moorei 菌体的特异性结合，降低细菌的吸附或侵染

能力，进而抑制了细菌的生长[17]。本实验中 IgY 在

口腔模拟环境中对口腔厌氧致病菌 P. gingivalis 也

有明显的抑制生长繁殖的作用，可能存在 IgY 和 P. 

gingivalis 菌体结合，从而抑制生长的机制。IgY 是

卵生动物主要的小分子免疫球蛋白，与哺乳动物的

IgG 和 IgE 有共同的祖先[18]，因其特殊结构和生物

学性质，在某些疾病的防治中有着比哺乳动物 IgG

等更大的优势[19]，从而被称为一种新生代抗体，用

于治疗口臭等口腔疾病，比传统治疗口臭的方法[20]

更为优越，可减少抗生素和抗菌剂以及机械清洁口

腔的治疗方法可能会引起的耐药性和口腔菌群失

调的危害。但 IgY 本身作为一种蛋白质，会不会成

为口腔有害菌的底物，被转化成 VSCs (含硫化合

物)，引起口腔恶臭还没有证据显示。 
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